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Résumé

Les lipases ou triacylglycérol acyl-hydrolases (EC 3.1.1.3) sont des o/B-hydrolases
d’esters du glycérol, qui jouent un réle clé dans le métabolisme des lipides. Dans ce travail nous
nous sommes intéressés a 1’inhibition de la lipase pancréatique humaine qui hydrolyse les
lipides alimentaires dans le systeme digestif, en transformant le triacylglycérol présents dans
les huiles ingérées en monoglycérides et en acides gras libres. Cette inhibition réduit la
digestion et I’absorption des lipides ainsi que I’accumulation des tissus adipeux, cela permet de

contrdler et de traité I’ obésité.

La présente étude a pour objectif d’étudier in silico les interactions moléculaire de dix
potentiels inhibiteurs d’origine naturelle avec la lipase pancréatique humaine. Pour cela, trois
principaux logiciels ont été utilisés ; AutoDock Vina pour effectuer le docking moléculaire,
Discovery Studio Visualizer pour visualiser les interactions moléculaires, et SwissADME pour

prédire la biodisponibilité par voie orale des composés testés.

L’analyse de nos résultats a monté que parmi les dix inhibiteurs testés, seulement 1’alisol
B et I’alisol C, dérivés de la plante Alisma orientale, sont prédit comme de bon inhibiteurs de

la lipase pancréatique humaine en raison de 1’absence des effets indésirable probable.

Mots clés : Lipase pancréatique humaine, inhibiteurs, docking moléculaire



Abstract

Lipases or triacylglycerol acyl hydrolases (EC 3.1.1.3) are o/B-glycerol ester hydrolases,
which play a key role in lipid metabolism. In this study, we focused on the inhibition of human
pancreatic lipase, which hydrolyses dietary lipids in the digestive system, converting
triacylglycerol present in ingested oils into monoglycerides and free fatty acids. This inhibition
reduces lipid digestion and absorption as well as the accumulation of adipose tissue, thereby

controlling and treating obesity.

The current in silico study aims to investigate the molecular interactions of ten potential
naturally occurring inhibitors with the human pancreatic lipase. For this purpose, three main
software packages are used, AutoDock Vina to perform the molecular docking, Discovery
Studio Visualizer to visualise the molecular interactions, SwissADME to predict the oral

bioavailability of the tested compounds.

The analysis of our results showed that among the ten inhibitors tested; only alisol B and
alisol C derived from the plant Alisma orientale predicted to be good inhibitors due to the

absence of probable adverse effects.

Key Words: Human pancreatic lipase, inhibitors, molecular docking



e

L) g2 ot &ly Vypdon Bf 0 oo 3k » (BC 3.1.1.3) 15008 Jeul bl 36 51 510
S @ B 0l g sl gl WS L b e US) dahll ods 3L 0pall S el 3
an or ol s iy 3 dans LTy dypaedd) (T L il ol (3 2l el Y5 sty ¢ od
Lerdeg el & @Sl QWb capm ) donci ) (S5 e SASH Leoliazaly Ogall

b Lol Sl L e et dns ollate 3 ) SOl (3 Gaded) o Ayl 0ds e S
Discovery Studio ¢ g sVl Y AutoDock Vina e, qolp 80 plasadl ¢ (23
nlas) @ g olbsall Wl b e s Bl all SWiSSADME cagiby edletid) &3) Visualizer

) o o) Calisoly alisol B s dalas) ¢ o)l olladl) sl oy o of Linils I o g
ezt Bl BV Ol e 3 e 08T O w3 Alisma Orienale

() oYl (olage (g pad! b S 3l i el Sl



Liste des figures

Figure 1 : L’action des lipases sur les liaisons ester carboxyliques des TAG.........ccccceeuenenee. 6
Figure 2 : Structure tridimensionnelle de la LPH en complexe avec la colipase...................... 7
Figure 3 : Représentation de la structure secondaire du repliement o/f des lipases.................. 8
Figure 4 : Triade catalytique du site actif de 1a LPH .........c.cccooiiiiiiiiiiiiiceeeeea 9
Figure 5 : Conformation fermée et ouverte de la lipase pancréatique ...........ccceeeveerveeneennen. 10
Figure 6 : Mécanisme catalytique de I’hydrolyse d’une liaison ester ..........cccceeveerereeerreennne. 11
Figure 7 : Réactions d'hydrolyse et d'estérification catalysées par les lipases ..........cccc.ee..... 12
Figure 8 : Réactions de transestérification catalysées par les 1ipases ........cccceeceevveriieneennen. 13
Figure 9 : Voies métaboliques des lipides dans le corps humain ...........ccceevevvienieniieneenen. 16
Figure 10 : Logiciels de docking les plus mentionneés ............ccocceeevvvieeiieeecieescnieesieeeevee e 24
Figure 11 : Processus du docking moléculaire avec AutoDock Vina...........ccocceeeviiiiienennnen. 27
Figure 12 : Interface d'AutoDOCKTOOLS.....cc.coiiiiiiiiiiiiiieee e 28
Figure 13 : Interface de logiciel de visualisation PyMOL ...........cccooiiiiniininiinicenceeee 28
Figure 14 : Interface de 10ZICIiel DSV ...c..oooiiiiiiiiiiieece e 29
Figure 15 : Résultats d'une prédiction faite par swisSSADME .........ccccoovviiiviiiinciieeee, 29
Figure 16 : Interface de la base de données PDB............ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeee e, 30
Figure 17 : Interface de la base de données PubChem.............cccccoviiiiiiniiiniiniiiiieeeeeee, 30
Figure 18 : Les 4 différents sites de liaison des inhibiteurs ¢tudi€s...........ccoceevevrerienrreneenen. 37
Figure 19 : Interactions de 11-déoxyalisol B avec 1a LPH.........cccccoovviiiiiiiiiiieee e, 38
Figure 20 : Interactions d'orientin avec la LPH..........coccooiiiiiiiiie, 38
Figure 21 : Interactions d'alisol B avec la LPH..........ccccooiiiiiiiiiiiniicceceeeeee e 39
Figure 22 : Interactions d'/EGCG avec la LPH ........cccoooiiiiiiiiiiiicieccceceee e 39
Figure 23 : Interactions de 16-oxoalisol A avec la LPH .........cccccviiiiiiiiiiicieeeee e, 40
Figure 24 : Interactions de 1’alisol B 23-acétate avec la LPH...........ccccoiiiiiiiiiiiiiiie, 40
Figure 25 : Interactions d'alisol A avec 1a LPH..........coccooiiiiiiiiiiieeee e 41
Figure 26 : Interactions de 1'isoorientin avec [a LPH ..........cccccooviiiiiiiiiiiiiiececeeee e, 41
Figure 27 : Interactions de l'isovitexin avec la LPH ...........ccccoooiiiiiiiiiiiee e, 42
Figure 28 : Radar de biodisponibilité de I'orientin, 1'isoorientin et l'isoviteXin....................... 43
Figure 29: Radar de biodisponibilité de I'EGCG..........cccoeviiriiiiiiiiiieiecieetece e 43
Figure 30 : Radar de biodisponibilé d'alisol B 23-acétate..........c.cceeveeviieriienienieenieeieeieeeen. 44
Figure 31 : Radar de biodisponibilité de 11-déoxyalisol B.........ccccccovvivviieniiieniiiciieeieene, 44

Figure 32

: Radar de biodisponibilité de 1’alisol A, le 16-oxoalisol A, I’alisol B et I’alisol C45



Liste des Tableaux
Tableau 1 : Représentation des structures 3D

Tableau 2 : Résultats de docking moléculaire

des inhibiteurs étudiés dans ce travail.............



Liste des abréviations

ADME Absorption, Distribution, Métabolisme et Excrétion

ADT AutoDockTools

CPU Central Processing Unit.
DAG Diacylglycérol.

DSV Discovery Studio Visualizer

EGCG Epigallocatechin gallate.

FDA Food and Drugs Administration.
FS Fonction de score.

GPU Graphics Processing Unit.

LP Lipase pancréatique.

LPH Lipase Pancréatique Humaine.

MAG Monoacylglycérol.

MAGL Monoacylglycérol lipases.

MTC Meédecine Traditionnelle Chinoise.

NCBI National Center for Biotechnology Information.
PDB Protein Data Bank.

PM Poids moléculaire

RAM Random Access Memory.
TAG Triacylglycérol.

THL Tétrahydolipstatine.



Table des matiéres

INTRODUCTION ...ccuuiiiiruicnissenssesssnsesssnssssssesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 1
PARTIE I : Etude DibliOGIraphiqUe .......cecueveeveereeecreerersesensesesessessssessesessesessssessassssessssessesesses 4
CHAPITRE I : LeS lIPASES..ccucerrerirenrerenrererreresessesessesessssessssesssssssssssesssssssssssessssssssasssssssssasnssases S
Lo GENEIANIES . ....eiieiieeeeeee ettt ettt et sttt sttt et 6

2. SHIUCTUTE ..ttt ettt et e sbt e et esb e et e e sab e e bt e saeeebeenaneenne 7
3. Mécanisme d’action des LIPASES ......c.cecuieriieriiiiiieiieeiieeie ettt ere e ereesaeeeaea 10
4. Reéactions catalys€es par 188 LIPASES ....cc.eeviieriiiriieiiieiieeieeete ettt sae e 11
4.1, LTNYAIOLYSE .uiiiiiiieieeiie ettt ettt ettt ettt et e et ebeenbeeenaeennaen 11

4.2.  Les réactions de SYNthESE........cccuieiiiiiiiiieeiee e e e 12

5. Propriétés de sélectivité des lIPASES .....eeevvireriiiieriiieciie et 13
5.1 LatypOSEIECTIVILE .....eeeeiiieeiieeeiie ettt ettt e e tre e et e e sree e saveeesnseeesareeenaeaens 13

5.2, Lar1€@IOSCLeCtIVILE ...ccuiiiiiiiiieiiietie ettt ettt e 14
5.2.1.  Lipases 1,3-SPECTIIQUES.....cccueeriiiiieiiieiiesiie ettt 14

5.2.2.  Lipases spécifiques des acides Zras........ccoceevuierieriieenieniiieniieeieeiee e 14

5.2.3.  Lipases NON SPECTIIQUES ....ccoveerurieiieniieeiieniieeteesite et e site e e aeeereeseeseeeenseeeenes 14

5.3, L'énantioSElECtIVILE .......covuiiiiriiiiiiieiieieeteee ettt 15

6. Origine des lIPASES .....eeviieiiieeiieiieeiieete et ettt et ettt e site e bt esteeeteesaaeesbeesnneeseens 15
7. Lalipase €t PODESILE. .......ooiuiiiiiiiieeieeee ettt et et e e enee s 15
7.1.  Mécanismes métaboliques des inhibiteurs de la lipase pancréatique .................... 16

7.2.  Effet d'un inhibiteur de lipase sur le métabolisme lipidique de 1'obésité in vivo... 16

8.  Inhibiteurs de 1a LIPase........ccccuieiiiiiiieiiiecie ettt et ea e e ene 17
8.1.  Epigallocatechin gallate (EGCG) .....ccvveviiieiiiieiieceeeee e 17

8.2. Inhibiteurs de lipase d'Alisma orientale...............cccccoveeeuieeceeeeciieecieeeieeeieeene, 18

8.3.  L’orientin, I’iS00rientin €t I’ 1SOVItEXIN.......ceviiiiiiiieiiieeeieeeeeeeiireeee e 18
CHAPITRE II : Docking mMOIECUlAIre .....c.cceuereisuecseisensuecsensensancsecssensaccsesssecssessassseessessasans 19
L. Principe thEOTIQUE ...cc.eeiiieiiieiiet ettt ettt ettt ettt e et e e enbee s 20

2. Algorithmes de docking moOIECUlAIre ...........ccueeviiiiiiiiiiiiieieeee e 20



2.1, DocKiNg & COIPS TIZIAC .....vieruiieiieiieeiieeie ettt ettt ettt sre et eiaeebeeseneenseens 20

2.2, Docking & corps fleXible ........ccciiiiieiiiiriiiiieiie e 21

3. FONCHON A€ SCOTE...c..eotiiiiiiiiiieieeit ettt sttt sttt et 22
3.1.  Les fonctions de score basées sur le champ de force...........ccoeeveveiienienciieniiennnnne. 22

3.2.  Fonction de score basées sur la connaissance “Knowledge-based’....................... 22

3.3, Fonction de SCOTEe SMPITIQUE......cc.eervreruierirerrienreerieeereeieeesreesseesseesseessseesseessseenne 23

4. PréciSion du dOCKING .......cccviiiiiiiiiieeciie ettt ettt e e e evee e s e e s e e snreeesnaeeeanns 23
5. Logiciels de docking moIECUlaIre ..........cceieviiieiiiieiiiecciee e 24
PARTIE 1II : Partie eXperimentale.......ccciciveicirsrecssancsssarcsssancssasesssasesssessssssssssssssssssssssssssses 25
CHAPITRE III : Matériel et mEthodes.........cccueeverivuinsinssninsseicsnnnssnissnncsssncssnesssssssssssseanes 26
| £ ) =) AR O PSP 27
0 R RSP SRR 27

L2, LOZICICIS ..t ettt ettt e 27

1.3.  Banques de dONNEES.........cocuieiieiiieiiieiieeieeie ettt et 30

2. IMETROAES ...ttt ettt 31
2.1.  Préparation de 1a Protéine ...........cccueeeiierieeiiienieeiieste et ete et e see et eae bt e seaeeeens 31

2.2, Préparation des iNhiDItEUIS..........cccuieriieriieiiieiie ettt ettt ve e e 31

2.3, DocKiNg MOIECUIAITE ......c..eeeuiieiiiiiieiiecie ettt ettt et e e ereesebeesbeessneensaens 33
CHAPITRE IV : Résultats et diSCUSSION ...cc.ccerueirrercserissuecsuncssnicsansssaesssesssesssnssssssssessssscssnes 35
1. Résultats de docking mOIECULAITe..........cccuviieiiiiiiiiieciie e 36

2. Les interactions MOIECUIAITES ........coouiiiiiiiiiiieiieeeee e 37
3. Propriétés pharmacOlOZIQUES .........ceevuuieeiiireeiiieeeiieesteeeereeeetteeeteeesaeeeeseeessseeessseeennseas 42
CONCLUSION . .cuciiiinuinsensnsssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 46

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES .......uoocirrerenencsenscsssessesssessesessesssessessssessssenes 48



INTRODUCTION



B INTRODUCTION

L'obésité est un facteur de risque courant pour les maladies métaboliques telles que le
diabete de type 2, l'hyperlipidémie et l'hypertension, qui peuvent mener a des maladies
athérosclérotiques comme les maladies coronariennes et les accidents vasculaires cérébraux.
L’organisation mondiale de la santé reconnait I’obésit¢ comme 1’un des dix principaux

problémes de santé publique a I’échelle mondiale (Després & Lemineux, 2006).

De nombreuses sociétés pharmaceutiques ont mené des recherches sur les médicaments
anti-obésité tel que les coupe-faim visant a réduire le poids corporel. Cependant, avec les
médicaments a action centrale, I'effet pharmacologique de la diminution de la prise alimentaire
est souvent associ¢ a des effets secondaires sur le systéme nerveux central. Derniérement,
plusieurs travaux portant sur les inhibiteurs de la lipase pancréatique humaine comme cible
thérapeutique contre 1’obésité, ont fait 1’objet d’une attention particuliére en raison de leur
efficacité thérapeutique a moindre risque toxique. En effet, ces enzymes jouent un role essentiel
dans le métabolisme des lipides en catalysant la décomposition hydrolytique des

triacylglycérols (TAG). (Hu et al., 2021; Yamada, Kato, Ogino, Ashina, & Kato, 2008).

Parmi les composés inhibiteurs de la lipase pancréatique humaine, les molécules
naturelles dérivées de plantes médicinales traditionnelles telle que 1’epigallocatechin gallate
(EGCQG) du thé vert Camellia sinensis, présentent une opportunité pour le développement de
nouvelles substances thérapeutiques pour lutter contre 1’obésité. C’est la raison pour laquelle
nous nous sommes intéressés a dix composés d’origine naturels, extraits a partir de 3 plantes
différentes, dont 1’effet inhibiteur contre la lipase pancréatique humaine (LPH) a été prouvé in
vitro (Bose et al., 2008; Grove, Sae-tan, kennett, & Lambert, 2012; Sergent, Vanderstraeten,
Winand, Beguin, & Schneider, 2012).

Actuellement, la recherche en biologie ne peut se passer d’outils informatiques pour
expliquer et déterminer le mode d’interaction du complexe enzyme-inhibiteur. L’un de ces
outils est la modélisation moléculaire et plus précisément I’amarrage moléculaire (plus souvent
connu sous le terme anglo-saxon "docking"). Ce dernier permet de prédire in silico la structure
intermoléculaire formée dans un complexe protéine-ligand ou protéine-protéine, dans
lesquelles différentes approches sont combinées pour étudier les modes d’interaction entre les

deux molécules (Sethi, Joshi, Sasikala & Alvala, 2020).



B INTRODUCTION

C’est la raison pour laquelle, nous nous sommes intéressés a 1’application de docking
moléculaire pour la prédiction des modes d’interactions possibles entre la LPH et dix inhibiteurs

naturels en utilisant I’ AutoDock Vina (Trott & Olson, 2010).

A cet effet, le présent mémoire commence par une introduction générale qui présente la

problématique du théme, suivie de deux parties :

La premiére partie est une étude bibliographique subdivisée en deux chapitres. Le
premier chapitre comporte une recherche bibliographique sur les lipases et plus
particulierement la lipase pancréatique humaine, sa structure, son mécanisme catalytique et son

inhibition. Le deuxiéme chapitre porte sur les principes de docking moléculaire.

La deuxiéme partie est une partie expérimentale également subdivisée en deux chapitres.
Le premier consiste a décrire le matériel et les techniques utilisés pour mener notre étude. Le

deuxieme chapitre présente les résultats obtenus et leurs interprétations.

Enfin, ce travail s’achéve par une conclusion générale.



PARTIE 1
Etude bibliographique



CHAPITRE 1

Les lipases
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1. Généralités

Les lipases ou triacylglycérol acyl-hydrolases (EC 3.1.1.3) sont des o/B-hydrolases
d’esters du glycérol qui font partie de la sous-classe des hydrolases spécifiques des esters
carboxyliques (EC 3.1.1), donc des enzymes capable d’hydrolyser spécifiquement les liaisons
ester carboxyliques des TAG, qui lient les acides gras au squelette carboné glycérol (figure 1).
Ces enzymes, présentes dans des tissus animaux, végétaux ainsi que chez de nombreux
microorganismes, jouent un role clé¢ dans le métabolisme des lipides. In vivo, les lipases
catalysent, en milieu aqueux la décomposition par hydrolyse des triglycérides en diacylglycérol
(DAG) ou monoacylglycérol (MAG), acides gras et glycérol (Ghanem & Schurigg, 2001;
Klibanov, 2001; Taipa, Aires-Barros, & Cabral, 1992).

i H,C—OH H,C— OH
H,C—OzaC—R1
6ot - g
I q sl e HG—OZC—R2
HC—OTC“RZ i ﬁ H,0
Lipase Lipase
|C|> HQC—OTC“"R?, P H,C— OH
Lol T Ak Inglyeemdes Monoglycéride
Triglycérides * 9
+
V4 0
R1—G %
N R3—cC
OH \OH
Acide gras Acide gras

Figure 1 : L’action des lipases sur les liaisons ester carboxyliques des TAG.

(Les liaisons esters carboxyliques représentées par les fleches vertes, sont les liaisons

hydrolysées par I’action des lipases. R1, R2 et R3 représentent les chaines d’acides gras).

Comme la plupart des biocatalyseurs, les lipases présentent généralement une forte
chimio-, régio- et énantiosélectivité, et sont utilisées dans de nombreux domaines tels que
I’industrie alimentaire, laitiére, détergente, pharmaceutique, agrochimique et oléochimique.
Mais leur principal avantage est qu'elles ne nécessitent pas de cofacteur, contrairement a de
nombreux biocatalyseurs (Alloue, et al., 2008; Dumitriu, Secundo, Patarin, & Fechete, 2003;

Gupta, Gupta, & Rathi, 2004; Patil, Chopda, & Mahajan, 2011; Reetz, 2002).
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2. Structure

Les premicres structures cristallographiques publiées sont celles de la lipase du
champignon filamenteux Rhizomucor miehei et de la lipase pancréatique humaine (LPH)
(figure 2). Depuis, plus de 60 structures tridimensionnelles ont été fournies sur NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Bien que les séquences peptidiques présentent peu de
similitude, ce qui est dii principalement a I'hétérogénéité de leur origine, les lipases ont la méme
structure tridimensionnelle dans son ensemble (Brady et al., 1990; Fickers, Destain, & Thonart,

2008; Winkler, D'Arcy, & Hunziker, 1990).

Hélice a

Site Actif
N-terminal

Feuillet B

C-terminal Couvercle

Colipase

Figure 2 : Structure tridimensionnelle de la lipase pancréatique humaine en complexe avec la

colipase (Mukherjee, 2014).

La structure primaire de la LPH a été établie par analyse de clones d'ADNCc isolés a partir
d'une bibliothéque d'’ADNc¢ du pancréas humain. La séquence de nucléotides présente un cadre
de lecture ouvert de 1395 nucléotides, codant pour une protéine de 465 acides aminés.
L’extrémité N-terminale de la protéine mature, déterminée par I'analyse de la séquence d'acides
aminés, est précédée d'un peptide signal hydrophobe de 16 acides aminés pour donner une
protéine mature de 449 acides aminés (Winkler, D'Arcy & Hunziker, 1990).

Le polypeptide est divisé en deux unités de repliements. Un grand domaine N-terminal
comprenant les résidus 1-335 qui est typique d'une structure o/f dominée par un feuillet B

central paralléle, et le domaine C-terminal qui est du type B -sandwich, formé de deux couches
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de feuillet B, et qui interagit avec un cofacteur protéique de 10 kDa, la colipase (figure 2)
(Winkler, D'Arcy, & Hunziker, 1990).

L’¢étude structurale cristallographique des lipases, par diffraction aux rayons X, révele

trois caractéristiques principales :
» Un repliement o/f :

La structure de base commune de toutes les lipases connues est le repliement o/f3, formé
d’un feuillet B a huit brins essentiellement parall¢le (seul le deuxiéme brin B est antiparallcle),
connectés aux six hélices a par un coude nucléophile (figure 3). Cinq des six connexions
croisées entre les brins paralléles sont du type commun droitier B/o/PB. La derniére est du type
trés rare gaucher, longue de pres de 100 résidus et contient trois segments hélicoidaux o et trois
ponts disulfures (figure 3). Le repliement o/f est la caractéristique la plus importante et la plus

conservée des o/p hydrolases (Winkler, D'Arcy, & Hunziker, 1990; Nardini & Dijkstra, 1999).

( __/\ COOH
3 W
NH, &:)::%7 T | '-
. A3 ucleophi '?.\H-sndme
p6 ) ' \
| B7 » Acid
f , f |
' /) | 4
‘.' = s F [
& IIB :l P o "'
.'-, aC ,Lf i ;
- I\ ;
w"nk

Figure 3 : Représentation de la structure secondaire du repliement o/ des lipases (Nardini &

Dijkstra, 1999).

» Une triade catalytique :

Le site catalytique des lipases est essentiellement constitu¢ de trois acides aminés (triade
catalytique) : Sérine, Histidine, Acide Aspartique (ou Acide Glutamique) (figure 4). La sérine
catalytique est généralement incluse dans le pentapeptide GXSXG. Au niveau de la structure
secondaire des lipases, la sérine catalytique est toujours située dans un coude nucléophile situé¢
a D’extrémité C-terminale du cinquiéme brin B et suivie immédiatement d’une hélice o
(Figure 3). L’histidine de la triade catalytique est située a I’extrémité C-terminale du dernier

brin du feuillet constituant le repliement o/, tandis que I’acide carboxylique (Asp ou Glu) est

8
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généralement situé a I’extrémité du septieme brin (Fickers, Destain, & Thonart, 2008; Pleiss,
Fischer, Peiker, Thiele, & Schmid, 2000)

Le site catalytique est constitu¢ également d’un trou de l'oxyanion, celui-ci est un
intermédiaire tétraédrique composé de quelques résidus impliqués dans la stabilisation au cours

de la catalyse (Pleiss, Fischer, Peiker, Thiele, & Schmid, 2000).

Figure 4 : Triade catalytique du site actif de la LPH (Almasri, 2020).

» Un couvercle amphiphile :

Les lipases présentent un sous-domaine mobile appelé couvercle, qui controle 'acces des
molécules de substrat au centre catalytique, formé par une ou deux o-hélices de 23 acides
aminés liées au squelette de l'enzyme par une structure flexible. Les structures
cristallographiques ont montré que ce domaine est capable d'adopter deux conformations
distinctes : conformation fermée et conformation ouverte (figure 5). Dans I'état fermé, le site
actif n'est pas accessible au solvant et la surface de I'enzyme est principalement hydrophile (le
coté hydrophobe du couvercle est orienté vers la partie intérieure du site actif), ce qui rend la
lipase inactive. En revanche, dés que l'enzyme se trouve a l'interface lipide/eau, le couvercle
s'ouvre, révélant une large surface hydrophobe ce qui rend le site actif accessible au solvant et
au substrat, (Anobom et al., 2014; Bansode & Rathod, 2017; Bordes et al., 2010; Brady et al.,
1990; Derewenda, Derewenda & Dodson, 1992; Renaldi et al., 2010).
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Conformation fermeé Conformation ouverte

Figure S : Conformation fermée et ouverte de la lipase pancréatique (Verger, Ferrato,

Aoubala, De Caro, & Ivanova , 1994).

3. Mécanisme d’action des lipases

Le groupe hydroxyle de la sérine attaque le carbone de la fonction carboxyle du substrat
pour former le premier intermédiaire tétraédrique. Les liaisons hydrogéne entre 1'oxyanion
(oxygene chargé négativement) de l'intermédiaire tétraédrique et les groupes N-H du peptide
stabilisent sa charge et forment le trou de 1'oxyanion. Ce trou stabilise la structure tétraédrique,
abaissant I'énergie d'activation de la réaction. Lorsque I'enzyme est acylé, la liaison carboxylate
est rompue et l'alcool (correspondant au glycérol, DAG ou MAG) est libéré. Cette deuxiéme
liaison ester carboxylique est ensuite attaquée par une molécule d'eau, ce qui entraine la
formation d'un deuxiéme intermédiaire tétraédrique. Sa dissociation libérera des acides gras
hydrolysés et I'enzyme restaure sa capacité d’hydrolyse (figure 6) (Beer, Wohlfahrt, McCarthy,
Schomburg, & Schmid, 1996; Jaeger, Dijkstra, & & Reetz, 1999).
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Figure 6 : Mécanisme catalytique de I’hydrolyse d’une liaison ester (Beer, Wohlfahrt,
McCarthy, Schomburg, & Schmid, 1996).

4. Réactions catalysées par les lipases

4.1. L’hydrolyse

Les lipases catalysent naturellement

I'hydrolyse de la liaison ester des tri-, di- et

monoglycérides en acides gras et en glycérol. Néanmoins, comme le montrent les figures 7 et

8, elles sont également actives sur une large gamme de substrats. Dans tous les cas, la réaction

s'effectue a l'interface d'une réaction en systéme biphasique. Ce dernier résulte de la présence

d'une phase organique non miscible, contenant le substrat hydrophobe, dans 1'eau. (Casas-

Godoy et al., 2018).
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4.2. Les réactions de synthese

Dans des conditions thermodynamiques favorables, les lipases catalysent également une
grande variété de réactions de synthése qui peuvent étre classées en deux grands types de
réactions, a savoir l'estérification et la transestérification. L’estérification est la réaction ou un
acide gras est lié, par l'action de I'enzyme, a un alcool par une liaison covalente, produisant un
ester et libérant une molécule d'eau. La thioestérification et l'amidation sont des réactions
similaires mais avec un thiol ou une amine comme substrats. La transestérification regroupe
l'alcoolyse, l'acidolyse, I'aminolyse et l'interestérification (figures 7 et 8) (Casas-Godoy et al.,
2018; Kapoor & Gupta, 2012).

Les lipases sont ¢galement capables d'exprimer d'autres activités connexes telles que des
activités phospholipase, lysophospholipase, cholestérol estérase, cutinase ou amidase (Bora,
Gohain, & Das, 2013).

Hydrolyse
0

0
R2 > /“\ H
J'L ~ + H,0 < Y o~ + Ry-OH

R1 8]

Syntheése
Estérification

Esterification

0 0
)’L/H + R,-OH < > J‘k,ﬁ?+ H,O
R1 O 2 F“ C' 2

Thioestérification
Q O
H R2
J'L + H,N-R, ————» JJ\ H
Ri i e Ri N ¥ M0
H
Amidation

O O
) G G
R1 (8] 2 2 R1 5 2

Figure 7 : Réactions d'hydrolyse et d'estérification catalysées par les lipases

(Casas-Godoy et al., 2018).
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Figure 8 : Réactions de transestérification catalysées par les lipases

(Casas-Godoy et al., 2018).

5. Propriétés de sélectivité des lipases

Les lipases possedent souvent différents types de sélectivité envers ces substrats. C'est la
raison principale de leur utilisation en synthése organique. On peut distinguer trois types de
sélectivité : la typosélectivité, la régiosélectivité et 1'énantiosélectivité.

5.1. La typosélectivité

La typosélectivité est associée a la préférence pour un substrat donné, par exemple,
les tri-, di- ou monoglycérides. Arabidopsis thaliana posseéde des monoacylglycérols lipases
(MAGL), similaires a une MAGL humaine, qui hydrolysent la derniére étape de la dégradation
des lipides. Les monoacylglycérol lipases ont également été trouvées dans les bactéries, car les
monoglycérides sont hautement toxiques pour elles. Une autre lipase avec une sélectivité
inhabituelle est la Lipl de Malassezia globose qui est strictement sélective pour les mono et
diglycérides et inactive sur les triacylglycérol (Kim, Kim, Shim, & Suh, 2016; Rengachari et
al.,2013; Xu, Lan, Yang, & Wang, 2015).

Cette sélectivité fait également référence a la préférence des lipases pour les acides gras
a courte, moyenne ou longue chaine et au degré d'insaturation et aux substitutions potentielles

du substrat. La préférence d'une lipase pour des groupes acyles de taille différente est
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directement influencée par la forme de son site de liaison et la nature des acides aminés
composant ce dernier. En effet, les isoformes homologues de la lipase de Candida rugosa
différent dans leur spécificité de longueur de chaine en raison de légeres modifications des
acides aminés dans leur site de liaison en forme de tunnel. En outre, les lipases peuvent
présenter une chimiosélectivité, c'est-a-dire la spécificité des lipases envers un groupe chimique
spécifique (Barriuso, Vaquero, Prieto, & Martinez, 2016).
5.2. La régiosélectivité

La régiosélectivité est définie comme l'attaque préférentielle des lipases envers une
liaison ester donnée dans le squelette glycérol des triglycérides, c'est-a-dire une liaison ester
primaire ou secondaire. En fonction de leur indice de spécificité positionnelle (PSI), les lipases
peuvent étre divisé en trois grands groupes : lipases 1,3-spécifiques, lipases spécifiques des
acides gras et lipases non spécifiques (Casas-Godoy et al., 2018; Matori, Asahara, & Ota, 1991;
Ranganathan, Narasimhan, & Muthukumar, 2008).

5.2.1. Lipases 1,3-spécifiques

Ce sont ceux qui ne peuvent catalyser des réactions que sur les groupes hydroxyle
primaires du triglycéride. Ainsi, elles libérent préférentiellement les acides gras de la position
1 et 3 pour donner des acides gras libres et des DAG et/ou MAG. Les lipases 1,3-spécifiques
comprennent celles produites par Rhizopus oryzae, Aspergillus niger, Yarrowia lipolytica,
Rhizomucor miehei, Rhizomucor endophyticus, Rhizopus delemar, Thermomyces lanuginosus,
et la lipase B de Candida antarctica (Bueso, Moreno, Cedefo, & K, 2015; Ghattas, Abidi,
Galai, Marzouki, & Salah, 2014; Kapoor & Gupta, 2012; Soumanou, Pérignon, & Villeneuve,
2013; Watanabe et al., 2014).

5.2.2. Lipases spécifiques des acides gras
Certaines lipases préférent hydrolyser les esters qui sont formés a partir d'acides gras a
longue chaine avec des doubles liaisons entre C-9 et C-10. Par exemple les lipases de

Geotrichum candidum et de graines d'avoine non germées (Kapoor & Gupta, 2012).

5.2.3. Lipases non spécifiques
Les lipases non spécifiques catalysent les réactions sur tous les groupes hydroxyles du
triglycéride et peuvent donc éliminer les acides gras de n'importe quelle position du triglycéride.
Elles catalysent la décomposition compléte du triglycéride en glycérol et en acides gras libres,
Les diglycérides et les monoglycérides sont formés comme intermédiaires dans le mélange
réactionnel. Ces intermédiaires sont hydrolysés plus rapidement que le triglycéride et ne

s'accumulent donc pas dans la réaction. Des exemples de lipases non régiospécifiques sont
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celles de Staphylococcus aureus, Candida rugosa, Candida viscosum, Pseudomonas
fluorescens, Burkholderia glumae et Burkholderia cepacia. (Barriuso, Vaquero, Prieto, &
Martinez, 2016; Gupta, Gupta, & Rathi, 2004; Kapoor & Gupta, 2012; Ribeiro, De Castro,
Coelho, & Freire, 2011; Sarkar, Yamasaki, Basak, Bera, & Bag, 2012).

5.3. L'énantiosélectivité

L'énantiosélectivité désigne la préférence des lipases envers un énantiomere particulier
d'une molécule chirale, dans une réaction chimique impliquant un mélange racémique (mélange
des deux énantiomeres). L'énantiosélectivité présente donc un grand intérét pour l'industrie
pharmaceutique (Casas-Godoy et al., 2018).

6. Origine des lipases

Les lipases sont largement disponibles et sont ubiquitaires dans les tissus animaux et
végétaux ainsi que dans une variété de micro-organismes. La plupart des lipases utilisées dans
la recherche sont dérivées de microorganismes vu que les lipases des animaux sont utilisées
plus pour le diagnostic clinique que pour la production commerciale en raison de facteurs de
complication tels que la manipulation des cultures et la séparation des produits. Aussi, il existe
une plus grande variété de lipases microbiennes que les lipases végétales et animales en termes
de pH fonctionnel, de température et de spécificité du substrat, ce qui est pratique pour la
production industrielle et la génération d'enzymes de grande pureté (Patil, Chopda, & Mahajan,
2011; Sarmah et al., 2018; Liu, Liu, Chen, & Shi, 2020).

Ces facteurs ont favorisé la recherche d'applications fondamentales et pratiques des
lipases dans divers domaines. Il existe de nombreux types de micro-organismes qui produisent
des lipases, et 65 genres ont été signalés jusqu'a présent, dont 28 genres de bactéries, 10 genres
de levures, 4 genres d'actinomycetes et 23 genres d'autres champignons (Kang et al., 2006; Liu,
Liu, Chen, & Shi, 2020).

7. La lipase et ’obésité

Le développement de I'obésité est étroitement li€é au métabolisme des graisses
corporelles. L'alimentation principale (90 %) est composée de triglycérides mixtes, mais, les
graisses exogenes ne peuvent pas étre utilisées directement par le corps humain et pour étre
absorbées ils doivent étre hydrolysés par les lipases présentes dans le systéme digestif qui sont
les lipases de la langue, les lipases gastriques et les lipases pancréatique (Aloulou & Carriere,
2008; Basque & Ménard, 2000; Liu, Liu, Chen, & Shi, 2020).

Les lipases gastriques sont souvent considérées comme un facteur important qui régule

la sécrétion des lipases pancréatiques et jouent un role auxiliaire dans la lipolyse. La plus
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importante d'entre elles est la lipase pancréatique (LP), qui affecte directement 1'absorption des
acides gras dans l'intestin. La LP hydrolyse les lipides alimentaires dans le systeme digestif, en
transformant le triacylglycérol présents dans les huiles ingérées en monoglycérides et en acides
gras libres. Dans l'intestin, les monoglycérides et les acides gras libres sont ensuite déplacés
vers les entérocytes (cellules tapissant les intestins), ou ils sont absorbés (Lowe, 1997; Lowe,
2002; Liu, Liu, Chen, & Shi, 2020).
7.1. Mécanismes métaboliques des inhibiteurs de la lipase pancréatique

La figure 9 montre la voie métabolique des lipides dans le corps humain. Les inhibiteurs
de lipase, en se combinant avec la partie active de la lipase de I'estomac et de 1'intestin gréle,
inhibent l'activité catalytique de cet enzyme, cela résulte une réduction de la digestion et
l'absorption des lipides présents dans les aliments ainsi que I'accumulation des tissus adipeux.
Ce procédé permet de contrdler et de traiter 'obésité. Apres avoir agit, I'inhibiteur de la lipase
est généralement excrété en méme temps que la lipase a laquelle il est lié. Par conséquent, il ne
provoque pas d'effets a long terme dans le corps humain (Liu, Liu, Chen, & Shi, 2020; Sanchez
et al., 2008).
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Figure 9 : Voies métaboliques des lipides dans le corps humain (Birari & Bhutani, 2007).

7.2. Effet d'un inhibiteur de lipase sur le métabolisme lipidique de 1'obésité in vivo
De nombreux essais cliniques et sur des animaux ont montré que les inhibiteurs de lipase
améliorent le métabolisme des lipides chez les personnes obéses. En inhibant 1'absorption des
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acides gras et en réduisant ainsi 1'accumulation d'acides gras dans 1'organisme, ils réduisent le
taux de LDL dans le sérum et augmentent le taux de HDL (Liu, Liu, Chen, & Shi, 2020).

Dans I'¢tude de Kang et al., (2012), les inhibiteurs de lipase nommés protamine et
chitooligosaccharide ont réduit les niveaux de triglycérides, la teneur en LDL et augment¢ la
teneur en HDL dans le foie et le sérum.

Une ¢étude ultérieur de Chen et al., (2020) a montré que les fibres alimentaires solubles
(SDF provenant de poudres micronisées de nceuds de racine de lotus) réduisent de manicre
significative 1’activité de la lipase pancréatique et la teneur en LDL, améliorent la teneur en
HDL, empéchent la croissance des adipocytes et régulent le métabolisme des lipides.

Une autre étude récente de Liu et al., (2020), a constaté que la théophylline extraite du
thé Fu Brick en tant qu'inhibiteur de lipase peut améliorer l'environnement de transport des
lipides dans le corps. Par exemple, les phosphatidylcholines et les phosphatidyls éthanolamines
sont augmentés dans le foie, et I'accumulation de DAG, d'acide gras et d'acide gras acétylé est
réduite, ceci est di a la réduction de I’hydrolyse des TAG dans I’intestin en raison de I'activité
de I'inhibiteur de la LP dans le tractus intestinal. Selon les recherches de Meng et al., (2011), la
théophylline extraite du café a un effet sur la réduction des taux de LDL dans le sérum et sur
l'augmentation des taux de HDL. Les conséquences biochimiques de l'intervention
pharmacologique de l'orlistat comprennent des réductions significatives des concentrations

sériques de cholestérol total et de cholestérol LDL chez les patients traités par I'orlistat.

8. Inhibiteurs de la lipase

La lipase pancréatique, enzyme cruciale responsable de I'hydrolyse des lipides
alimentaires, a ét¢ validée comme une cible thérapeutique pour prévenir et traiter les troubles
métaboliques associés a 1'obésité, Les inhibiteurs de lipase constituent une classe intéressante
de composés hypolipidémiants, qui inhibent l'activité de la lipase pancréatique humaine. De
nombreux chercheurs ont étudié ces inhibiteurs et ont fourni des informations sur leurs modes
d’action. Par ailleurs, 'utilisation d'inhibiteurs de lipase gastro-intestinale pour lutter contre
l'obésité a également généré de nombreuses donnée importantes (Huo et a/., 2021; Kumar &
Chauhan, 2021; Yang, Gu , han, & Wang, 2021).

8.1.Epigallocatechin gallate (EGCG)

Parmi les composés naturels inhibiteurs de la LP, les polyphénols du thé vert Camellia

sinensis sont de plus en plus pris en considération en raison de leurs propriétés anti-obésité,

anticancéreuse, anti-inflammatoire et antivirale (Chen, Ye, Zhang, Yao, & Chen, 2014 ; Grove,

Sae-tan, kennett, & Lambert, 2012 ; Tang, Fu, Shankar, & Srivastava, 2012; Zhouetal., 2014).
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Bose et al., (2008) ont découvert que I’EGCG, principal composant actif des polyphénols
du thé vert, pouvait inhiber 1'obésité, le syndrome métabolique et la stéatose hépatique chez des
souris nourries avec des aliments ayant des taux de graisses €levées.

De plus, Sergent et al., (2012) ont rapporté que I'EGCG inhibait l'activité PL avec une
valeur ICso de 0,8 mmol/L.

Par ailleurs, Grove et al., (2012) ont découvert que I'EGCG inhibait 1'activité de la LP
avec une valeur ICso de 7,5 mmol/L de fagon non compétitive et réduisait le poids corporel de
souris obeses.

Cependant, les mécanismes d'interaction entre les groupements hydroxyle de 'EGCG et

de la LP ne sont toujours pas clairs (Wang S. , Sun, Dong, Liu, & Liu, 2014).

8.2. Inhibiteurs de lipase d'Alisma orientale

La médecine traditionnelle chinoise (MTC) a suscité une attention croissante dans la
découverte et l'identification rapides d'inhibiteurs d'enzymes d'origine naturelle. Une étude
avait pour but de découvrir des inhibiteurs de lipase inconnus d'Alisma orientale par une
méthode d'analyse orientée vers l'activité. Onze inhibiteurs de lipase naturels provenant
d'extraits d'dlisma orientale ont ét¢ identifiés, et sont assignés comme triterpénoides : alisol B,
alisol B 23-acétate, 11-déoxy-alisol B, 11-déoxy-alisol B 23-acétate, alisol A/épialisol A, 16-
oxo-11-déoxyalisol A, 16-oxoalisol A, alisol C; alisol C 23-acétate, alisol M 23-acétate,

alismanol Q/néoalisol (Yang, Gu , han, & Wang, 2021).

8.3. L’orientin, ’isoorientin et I’isovitexin

La feuille de bambou est connue comme un thé diététique pour la prévention de 1'obésité
en Chine. Pour cribler rapidement les inhibiteurs de lipase a partir de l'extrait de feuille de
bambou, une péche aux ligands magnétiques fonctionnalisés par la lipase combinée a la
HPLC/MS a été établie. Tout d'abord, la lipase a ét¢ immobilisée sur des nanoparticules
magnétiques par l'amidon dialdéhyde pour obtenir des nanoparticules magnétiques
fonctionnalisées par la lipase, puis elles ont ét¢ incubées avec de l'extrait de feuille de bambou
pour repécher les ligands. Trois inhibiteurs d'enzyme ont été obtenus et identifiés comme
orientin, isoorientin et isovitexin par HPLC/MS. Les résultats ont fourni une preuve puissante
pour expliquer les effets hypolipidémiants de 1'extrait de feuilles de bambou, et cette méthode
de péche aux ligands est réalisable pour cribler les inhibiteurs d'enzymes a partir de mélanges

complexes (Guo et al., 2019)
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1. Principe théorique
Le docking moléculaire est un outil qui permet de prédire in silico la structure
intermoléculaire formée dans un complexe protéine-ligand ou protéine-protéine, dans
lesquelles différentes approches sont combinées pour étudier les modes d’interaction entre les
deux molécules. Donc les logiciels de Docking sont des outils extrémement pratiques dans le
domaine de la biologie, de la pharmacologie et de la médecine, du fait que la majorité des
principes actifs sont de petites molécules (ligands), qui interagissent avec des cibles biologiques

ayant un intérét sur le plan thérapeutique (Sethi, Joshi, Sasikala & Alvala, 2020).

Pour mener a bien des études de docking, il faut disposer d'une structure a haute
résolution, modélisée par rayons X, par RMN ou par homologie, avec un site de liaison connu
ou prédit dans la biomolécule (Grid Box). Les méthodes de docking permettent d'adapter un
ligand a un site de liaison des protéines cibles ce qui nous permet de caractériser le
comportement des ligands dans ce site ainsi que de comprendre les processus biochimiques

fondamentaux (Meng, Zhang, Mezei, & Cui, 2011; Sethi, Joshi, Sasikala, & & Alvala, 2020).

Deux facteurs fondamentaux permettent de distinguer les différents logiciels de docking

disponibles : 'algorithme de docking moléculaire et la fonction de score.

2. Algorithmes de docking moléculaire

Les algorithmes de docking peuvent étre classés en deux grandes catégories : ceux qui ne
considérent pas la flexibilité de la protéine, en la traitant comme un corps rigide, et ceux qui
sont capables de considérer, partiellement, la flexibilité du récepteur.

2.1. Docking a corps rigide

La méthode de Docking a corps rigide ne tient pas compte de la flexibilité ni du ligand
ni du récepteur, ce qui limite la spécificité et la précision des résultats, en considérant
essentiellement les complémentarités géométriques entre deux molécules. Mais, méme sans
tenir compte de la flexibilité, la simulation de docking a corps rigide est capable d’identifier
des sites de liaison de ligands pour plusieurs protéines différentes (Dias & Filgueira De
Azevedo Jr, 2008).

La simulation de docking a corps rigide a été employée pour des initiatives de screening
virtuel. Cette méthode a ét¢ utilisée comme le moyen le plus rapide pour effectuer un screening
initial d'une base de données de petites molécules. Elle présente une précision relativement
¢levée, lorsqu'on la compare aux structures cristallographiques. Cette précision est encore plus

¢levée si l'on introduit une analyse des meilleurs résultats a l'aide d'une fonction de scoring

20



I £TUDE BIBLIOGRAPHIQUE Docking moléculaire

empirique a l'aide de simulations de docking a corps rigide. Habituellement, des fonctions
flexibles de docking ou/et de scoring sont utilisées pour appliquer un raffinement plus
spécifique et une optimisation des pistes apres la procédure initiale de docking a corps rigide,
étant donné que ces méthodes exigent une puissance de calcul et un temps de processeurs CPU

¢élevés (Dias & Filgueira De Azevedo Jr, 2008).

2.2. Docking a corps flexible
Les méthodes de docking flexibles peuvent prendre en compte plusieurs conformations
possibles du ligand ou du récepteur, ainsi que pour les deux molécules en méme temps, a un
cout en temps de calcul plus élevé. Les applications de docking utilisent généralement une ou

plusieurs des méthodes suivantes :

» Fast shape matching (SM) : Les algorithmes de correspondance de forme sont des
approches qui prennent en compte le chevauchement géométrique entre deux molécules,
les logiciels de docking a corps rigide tels que ZDOCK adoptent généralement le
concept de base de SM comme recours principal (Kuntz, Blaney, Oatley, Langridge, &
E, 1982).

» Incremental construction (IC) : Cet algorithme divise le ligand en fragments qui sont
dockés séparément dans le site actif de la protéine. Une fois que les fragments sont
dockés, ils seront fusionnés ensemble. L'algorithme IC est utilis¢é dans plusieurs
programmes de docking tels que DOCK, FLEXX, FLOG et Surflex (Jain, 2007;
Kramer, Rarey, & Lengauer, 1999).

» Monte Carlo simulations (MC) : Cet algorithme est utilisé pour déplacer de fagcon
aléatoire le ligand a l'intérieur d'un site de liaison du récepteur. Aprés chaque
mouvement aléatoire, une minimisation de I'énergie basée sur le champ de force est
appliquée. Cette procédure permet de créer des complexes binaires plus fiables. Les
logiciels ICM et MCDOCK utilisent MC comme algorithme de base (Liu & Wang,
1999).

> Distance geometry (DG) : Cette méthode de recherche utilise des informations qui
peuvent étre exprimées par des distances intra- et intermoléculaires. Ces distances
peuvent étre assemblées, ce qui permet de calculer des structures ou des conformations
(Moré & Wu, 1999).

> Evolutionary programming (EP) : Les algorithmes EP utilisent des modéles
computationnels de processus naturels évolutifs comme outil de résolution de

problémes (Eiben & Smith, 2003).
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» Genetic algorithms (GA) : Les GA appartiennent a la classe des algorithmes EP dont
le but est de trouver ou d'approcher des solutions pour des problémes de recherche et,
dans le cas du docking moléculaire, le but est d'essayer de trouver la conformation
exacte ou la plus proche de I'énergie globale minimum. L'un des logiciels de docking
moléculaire les plus connus qui utilisent le GA est AUTODOCK (Mortris et al., 1998).

» Tabu search (TS) : L'algorithme de docking TS a montré une grande précision, étant
capable d'empécher la simulation d’étre piégée dans des minima locaux et en évitant de
visiter des conformations a énergie minimale déja connues. Et, il a été démontré qu'il
¢tait capable de prédire les conformations d'un ensemble de test de 50 complexes
binaires, présentant une RMSD inférieure a 1,5 A (Baxter, Murray, Clark, Westhead, &
Eldridge, 1998).

3. Fonction de Score

La fonction de score (FS) consiste a estimer la force avec laquelle la pose dockée d'un tel
ligand se lie a la cible (une telle force est quantifiée par des mesures d'affinité ou d'énergie libre
de la liaison). Alors que de nombreux algorithmes relativement robustes et précis de génération
de pose sont disponibles, les imprécisions dans la prédiction de l'affinité de liaison par SF
restent le principal facteur limitant la fiabilit¢ du docking. En effet, malgré des recherches
intensives depuis plus de deux décennies, la prédiction précise des affinités de liaison pour de
grands ensembles de complexes protéine-ligand est toujours 'un des problémes ouverts les plus
importants en chimie computationnelle (Ain, Aleksandrova, Roessler, & Ballester, 2015).

Les FS classiques sont classées en trois classes : Les fonctions de score basées sur le

champ de force, fonction de score « Knowledge-based », et empirique (Liu et al., 2015).

3.1. Les fonctions de score basées sur le champ de force
Les fonctions basées sur le champ de force consistent en une somme de termes d'énergie
provenant d'un champ de force classique, prenant généralement en compte les énergies
d'interaction du complexe protéine-ligand et I'énergie interne du ligand, tandis que 1'énergie de
solvatation peut étre calculée par des modeles de solvatation continus tels que le modele de
Poisson-Boltzmann ou le modéle de Born généralisé correspondant. DOCK et DockThor sont
des exemples de fonctions de scoring basées sur les champs de force (De Magalhaes, Almeida,

Barbosa, & Dardenne, 2014).

3.2. Fonction de score basées sur la connaissance “Knowledge-based”
Les fonctions de score « Knowledge-based » sont réalisées a partir de l'analyse

statistique des paires d'atomes en interaction provenant de complexes protéine-ligand avec des
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structures tridimensionnelles disponibles. Ces données sur les paires d'atomes sont converties
en un pseudopotentiel, également connu sous le nom de potentiel de force moyen, qui décrit les

géométries préférées des paires d'atomes protéine-ligand (Guedes, Pereira, & Dardenne, 2018).

3.3. Fonction de score empirique

Des fonctions de scoring empiriques sont développées pour reproduire les données
expérimentales d'affinité en se basant sur les interactions inter moléculaire (telle que les
interactions de Van Der Waals, les potentiels électrostatique et les liaisons hydrogenes),
I’entropie du ligand et le comptage des paires d’atomes (Guedes, Pereira, & Dardenne, 2018;
Pereira, Caffarena, & Dos Santos, 2016).

LUDI a ét¢é la premicre fonction de score empirique développée dans les travaux de Bohm
(1994) pour prédire I'énergie libre de liaison absolue a partir de structures atomiques (3D) de
complexes protéine-ligand.

Certaines fonctions de score empiriques (également appelées fonctions de score
hybrides) ont été développées a 1'aide d'un mélange de descripteurs basés sur le champ de force,
sur le contact et sur la connaissance, tels que DockTScore du programme DockThor (empirique
et basé sur le champ de force), SMoG2016 (empirique et knowledge-Based) et GalaxyDock
BP2 Score (empirique, champ de force et knowledge-Based) (Debroise, Shakhnovich, &
Chéron, 2017).

4. Précision du docking

La portée et les capacités du docking ont été débattues au fil des ans. A ce jour, plusieurs
études de référence comparant différents programmes de docking ont été publiées. Il a été
montré qu'en moyenne, les méthodes de docking ont un taux de réussite d'environ 60 a 75 %
dans l'identification des poses correctes. Un défi majeur reste la prédiction précise de 1'énergie
d'interaction entre deux molécules. Jusqu'a présent, les corrélations quantitatives entre les
activités expérimentales et les scores de docking sont, en général, faibles, en raison du niveau
¢élevé d'approximations mises en ceuvre dans les fonctions de scoring. Cependant, les
corrélations qualitatives sont tout a fait acceptables, comme le prouve le succes de plusieurs
campagnes de screening virtuel basées sur le docking (Cross et al., 2009; Elokely & Doerksen,
2013; Perola, Walters, & Charifson, 2004; Prieto-Martinez, Arciniega, & Medina-Franco,
2018; Tuccinardi, Poli, Romboli, Giordano, & Martinelli, 2014; Wang, et al., 2016).
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5. Logiciels de docking moléculaire
Actuellement, il existe plus de 30 programmes de docking moléculaire disponibles
(commerciaux ou non), les plus fréquemment mentionnés sont : AutoDock, GOLD, FlexX,

DOCK et ICM (Figure 10) (Sousa, Fernandes, & Ramos, 2000).

ADAM
SANDOCK 194
0.5% Soft
Prodeck Docking
McDock 1% QXP 4%
1% PRO 4%

AutoDock
27%

LEADS
%o
LuDi
6%
LIGIN
2%
ICM

6%
Hammerhead

3% .
GOLD
15%

DARWIN
1%
s : DIvALI

1%

DOCK
6%
¥ DockVision
2%
EUDOCC
FlexX
FTDOCK FLOG st 2%,

o
4% 2,

Figure 10 : Logiciels de docking les plus mentionnés (Sousa, Fernandes, & Ramos, 2006)

Dans ce travail, nous avons utilis¢ AutoDock Vina, qui est un logiciel de docking Gratuit
dérivé d'AutoDock 4, qui a été aussi développé par 1'équipe d'Arthur J. Olson au Scripps
Research Institute. Son principal objectif est d'augmenter la vitesse de traitement des données
tout en conservant des résultats similaires ou meilleurs que ceux d'AutoDock 4, grice au
multitaiche (multithreading) sur plusieurs processeurs de calcul (multi-core) en méme temps.
L’AudoDock Vina utilise une fonction de score basées sur le champ de force et empirique

(Ferreira , Dos Santos , Oliva, & Andricopulo, 2015; Trott & Olson, 2010).
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1. Matériel
1.1. PC
Dans cette étude, nous avons utilis¢ un PC ayant :
> Un CPU Intel® Core™ i3-4150 3.50 GHz (2 cceurs, 4 threads).
» Un GPU NVIDIA GeForce GT 710 954MHz, 2048Mo.
» Une RAM de 8 Go 1600 MHz.
Tous les logiciels utilisés sont installés sous le systéme d’exploitation Windows 10 Pro
64-bit.
1.2. Logiciels
Quatre logiciels ont été utilisés dans ce travail pour réaliser la partie expérimentale :
» « Autodock Vina » version 1.1.2, est un logiciel disponible gratuitement sur :

http://vina.scripps.edu, permettant de réaliser le docking moléculaire, développé

par le laboratoire de graphisme moléculaire de I'Institut de Recherche Scripps aux

Etats- Unis (figure 11) (Trott & Olson, 2010).

Command Prompt - "G:\The Scripps Research Institute\wina\Vina.exe" --receptor lipase.pdbgt --lig...

PPF*F*P#PPPF*#F*PPPF‘PF*F*PF‘P#P#F‘PPPPF‘###P#P#P##PPP#P##PP
1a in your work, plea

/v scripps.edu for more information.
##P#P##P#P#PP###P###PP###PP#P#P##PF*P#PP#P#PP###P####P###PP#P#P#

#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#

Figure 11 : Processus du docking moléculaire avec AutoDock Vina

» « AutodockTools » ou ADT version 1.5.7, est l'interface graphique pour
AutoDock, développée par le méme laboratoire qui développe AutoDock. Il sert a
préparer et a visualiser les molécules étudiées, ainsi qu’exécuter et analyser les
résultats de docking AutoDock (figure 12).

ADT est disponible gratuitement sur : http://mgltools.scripps.edu/downloads.

27


http://vina.scripps.edu/
http://mgltools.scripps.edu/downloads

B PARTIE EXPERIMENTALE

Matériels et méthodes

Figure 12 : Interface d'AutoDockTools

Tk
| File 3D Graphics Edit Select Display Color Hydrogen Bonds  Compute  Grid3D Help
— T s e :-OE ﬁ]i@J

L . v

‘gd% %&Q *_J\‘__:,:.. D s A
|ADT—1 2 Ligand Flexible Residues Grid Docking Run  Analyze
J Dashboard | Scenario | Tools |

Sel - x|lcvD ¥

[ & limi| S L B C RMSL CI

i_ ’ A. v fonehi| £ o 6B 2 oH

All Molecules DOODoOVY

Current Selection OOoOOVE

B gpLipase OBROO®0OVY

K1l ol

Mad.: [None Time:|[0.120  Selected: |0 Atom(s) Done 100% Spinoff — |FR:| 417 |@ P

» « PyMOL » version 2.5, est un outil graphique de visualisation 3D et d’analyse

d’interactions macromoléculaires. PyMOL est disponib

https://pymol.org/2/ (figure 13).

[+ pyMOL
d Plugin Help

le gratuitement sur :

Figure 13 : Interface de logiciel de visualisation PyMOL

» « Discovery Studio Visualizer » ou DSV version 21.1, est une combinaison de

plusieurs logiciels, congu pour présenter un environnement interactif permettant

de visualiser et de modifier des structures moléculaires, des séquences, des
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données de réflexion aux rayons X, des scripts et d'autres données. DSV est

développée et distribuée par « Dassault Systemes BIOVIA » (figure 14).

“HNew 'BEE - }". & @D\sp\aystyl - Non-bond Interactons... ™

ook (@ % [+]ps welcome I tipase B o

View Interactions

Define the receptor and ligand.
Define Receptor: IN3S

Step through igancs.
F + + =

Display receptor-igand interactions.

Ligand Interactions

Display receptor surfaces.

Aromstc  HGond  Charge
Hydrophobic  Ionizabiity SAS

Change the visibilty of the receptar and

ligand.
Recepmr Ligand
Atoms | Packet Atoms
Show recapmngand interactions on 2 2D

disgram.
Show 2D Diagram
Define and Edit Binding Site

Enable Additional Features

Figure 14 : Interface de logiciel DSV

» « SwissADME » est un site web qui permet le calcul de descripteurs physico-
chimiques ainsi que la prédiction des paramétres ADME, les propriétés
pharmacocinétiques, la nature médicamenteuse et la facilité d'utilisation en
chimie médicinale d'une ou plusieurs petites molécules afin de faciliter la

découverte de médicaments (http://www.swissadme.ch) (figurel5).

e Water Solubility
Log S (ESOL) 506
Solubility 4.27e-03 mg/ml ; 8.78e-08 mol/l
FLEX T size Class Maderately soluble
h { > " / T Log S (Ali) -5.44
" /,\’ :('{-«t‘ - 4 \ ‘.“ Solubility 1.77e-03 mg/ml ; 3.64e-06 mol/l
T A }C = \ / Cla Moderately soluble
[ \ Log § (SILICOS-T) -5.94
. POLAR  Solubility 5.562-04 mg/ml ; 1.14e-06 mol/l
Class Moderately soluble
Pharmacokinetics
Gl absorption High
- B per No
P-gp substrate Yes
CYP1AZ inhibitor No
CYP2C19 inhibitor No
CYP2C9 inhibitor No
CYP2D6 inhibitor No
CYP3A4 inhibitor No
Log K, (skin permeation) -6.49 cm/s
Num. H-bond acceptors 5 Druglikeness
Num. H-bond donors 2 Lipinski Yes; 0 violation
Molar Refractivity 138.09 Ghose Il;a‘A"l-ans MW=>480, MR>130,
TPSA 87.13 A2 -
Lipophilicity Veper ‘e
Log 391 Egan Yes
Log 201 Viuegge Yes
- - Bioavailability Score 0.55
Log 5.02 Medicinal Chemistry
Log Py 323 PAINS 0 alert
Log Py (SILICOS-IT) 623 Brenk 1 alert: Three-membered_heterocycle
Consensus Log Py, 4.46 Leadlikeness No; 2 violations: MW
Synthetic accessibility 6.48

Figure 15 : Résultats d'une prédiction faite par swissADME
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1.3. Banques de données
» «Protein Data Bank » ou PDB, est une base de données en ligne

(https://www.rcsb.org) de structures tridimensionnelle de macromolécules

biologiques telles que les protéines et les acides nucléiques (figure 16).

RCSB PDB Deposit ~ Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Learn ~ More ~  Documentation ~

O E—— » 178747 Biological ter search tern
2] ™ l ‘*i I B acromoleciar structures Enfersearchiteqny) n
= et D Enabling Breakthroughs in

PROTEIN DATA BANK Researchand Education Advanced Search | Browse Annotations Help &

e e fiacun — Celebratin R@vmsw
R FPDE ®nmorcon: Iy () b 7 3T protein bata Bank (IR
=

This resource is powered by the Protein Data Bank archive-information about the
3D shapes of proteins, nucleic acids, and complex assemblies that helps
students and researchers understand all aspects of biomedicine and agricufture,
from protein synthesis to health and disease

#» Deposit

As a member of the wwPDB, the RCSB PDB curates and annotates PDB data
Q search

The RCSB PDB builds upon the data by creating tools and resources for
research and education in molecular biology, structural biology, computational

Ed Visualize biology, and beyond.
nalyze COVID-1 \ -
9 c -
CORONAVIRUS B iy
& Download Resources ©.  DATABANK %y@
L oS 7

WLean

< il

— Glucocorticoid Receptor and Dexamethasone

Figure 16 : Interface de la base de données PDB

» «PubChem » est une base de données en ligne lancée en 2004, contient
principalement des petites molécules chimiques (ligands), mais aussi des grandes
molécules comme les nucléotides, les glucides, les lipides, les peptides et les
macromolécules modifiées chimiquement (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

(figure 17).

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

PUb©hem About  Blog  Submit  Contact

Explore Chemistry

Quickly find chemical information from authoritative sources
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[ Use Entrez
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Draw Structure Upload ID List Browse Data Periodic Table

Figure 17 : Interface de la base de donné¢es PubChem
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2. Méthodes
2.1. Préparation de la protéine

La protéine cible étudiée dans ce travail est la lipase pancréatique humaine, dont la
structure tridimensionnelle a été obtenue a partir de la base données PDB.

Parmi les structures proposées par la PDB, nous avons choisis la toute premiére structure
publiée de la LPH ayant le code IN8S en raison de sa pureté, et de son complexe avec la
colipase. Cette structure a été déterminée expérimentalement par cristallographie aux rayons X
dont la résolution est 3.04 A (Van Tilbeurgh, Sarda, Verger, & Cambillau, 1992).

Pour I’étude des interactions entre la LPH et ses inhibiteurs a ’aide de docking
moléculaire, le logiciel ADT a été utilis€¢ pour préparer les fichiers nécessaires a AutoDock
Vina, en effectuant les procédures suivants :

» Suppression des molécules d’eaux.

» L’affectation des hydrogénes polaires.

» L’ajout de charges de Kollman.

» Conversion de la protéine du format de fichier PDB en format PDBQT.

2.2. Préparation des inhibiteurs
Le tableau 1 représente les inhibiteurs €¢tudié¢ dans ce travail ainsi que leurs origines et

leurs structures tridimensionnelles.

Tableau 1 : Représentation des structures 3D des inhibiteurs étudiés dans ce travail

plantes Inhibiteurs Structure 3D Source
kg\
Thé vert QX
i
Camellia EGCG PubChem
sinensis

31



B PARTIE EXPERIMENTALE Matériels et méthodes

Alisol B PubChem
Alisol B 23-

PubChem

acétate
11-déoxyalisol B PubChem

Alisma
orientale

alisol A PubChem
16-oxoalisol A PubChem
Alisol C PubChem
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Feuille de

bambou

isoorientin PubChem
orientin PubChem
isovitexin PubChem

Les structures 3D téléchargées a partir de la base de données PubChem sont sous format

de fichier SDF, qui sont converties par la suite en structure en format PDB en utilisant PyMOL.

Puis, ADT a été utilisé pour effectuer les étapes suivantes :

>
>
>
>
>

>

Fusionner les hydrogénes non polaires.
Ajouter les charges de Gasteiger.

Trouver les carbones aromatiques.

Détecter les liaisons rotatives.

Définir le TORSDOF.

Conversion du fichier PBD en format PDBQT.

2.3. Docking moléculaire

Les études des interactions moléculaires entre la LPH et ses inhibiteurs ont été effectuées

a I’aide du logiciel de docking moléculaire AutoDock Vina. Ce logiciel requis une spécification
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de I’espace de recherche tridimensionnelle « Grid Box », qui est centré sur le site d’interactions
de la protéine.

Les dimensions de grid box étaient 64x56x90 pour X, Y, Z respectivement, I’espacement
aété fixé a 1 A, les coordonnées centrales 29.514x15.384x80.801 pour X, Y, Z respectivement.
Les valeurs de l'exhaustivité et la gamme d'énergie étaient 12 et 4 respectivement.

Ensuite, AutoDock Vina procéde a la recherche du complexe ligand-protéine le plus
favorable via un docking flexible en utilisant un algorithme génétique (GA). L’énergie de
liaison est évaluée avec un champ de forme spécifique a AutoDock Vina.

Lorsque le docking est terming, les résultats sont enregistrés dans un fichier texte (.txt)
et aussi un fichier PDBQT pour la visualisation tridimensionnelle des interactions moléculaires

entre la protéine et les ligands.
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Le but de ce travail est d’étudier les interactions moléculaires entre la LPH et dix de ses
potentiels inhibiteurs naturels obtenus a partir de 3 plantes différentes. L’étude de ces
interactions a été réalisée a 1’aide d’outils bio-informatiques a fin de prédire les composés
possédant le meilleur effet inhibiteur contre la LPH, tout en ayant de faibles effets indésirables,
dans le cadre du traitement de I’obésité.

Le travail a consisté en un docking moléculaire flexible suivi d’une analyse des
interactions et des propriétés pharmacologiques.

1. Résultats de docking moléculaire

Pour chaque composé docké, AutoDock Vina génére 9 conformations différentes liées a
des sites de liaison différents au niveau de la protéine étudiée, qui sont par la suite classées par
ordre d’énergie de liaison.

Dans cette étude, nous avons analysé les interactions moléculaires entre la LPH et la
meilleure conformation générée par AutoDock Vina pour chaque inhibiteur docké.

Les résultats de docking classés par ordre d’énergie de liaison sont montrés dans le
tableau 2.

Tableau 2 : Résultats de docking moléculaire

Inhibiteurs AG® (Kcal/mol)
Alisol B 23-acétate -8.9
Isoorientin -8.8
Isovitexin -8.6
Alisol A -8.4
Alisol B -8.4
16-oxoalisol A -8.3
Orientin -8.1
Alisol C -8.1
11-déoxyalisol B -7.9
EGCG -7.6

L’alisol B 23-acétate est I’inhibiteur ayant la meilleure affinité pour la LPH, suivi par

I’isoorientin et I’isovitexin. L’alisol A et 1’alisol B ont la méme AG® traduisant une méme
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affinité, suivi du 16-oxoalisol A, I’orientin, et I’alisol C. Le 11-déoxy-alisol B et ’EGCG sont
considérés comme les moins affines pour la LPH avec des AG®° de -7.9 et -7.6
respectivement.
Les dix inhibiteurs ont été fixés sur quatre sites de liaison différents du site catalytique

de la LPH (figure 18), cela démontre probablement, que ce sont des inhibiteurs non compétitifs.

» Le 11-déoxyalisol B a été fixé sur le premier site de liaison.

» L’orientin quant a lui, il s’est fixé sur le deuxiéme site de liaison.

» L’alisol B, I’alisol C et ’ECGC se sont liés sur le troisiéme site de liaison.

» Le 16-oxoalisol A, I’alisol A, I’alisol B 23-acétate, I’isoorientin et 1’isovotexin sont

amarrés avec le quatrieme site de liaison.

Site de liaison 1

Site de liaison 2

Site de liaison 4

Site de liaison 3

Figure 18 : Les quaatre différents sites de liaison des inhibiteurs étudiés

2. Les interactions moléculaires

L’analyse des interactions moléculaires a été faite a 1’aide de logiciel DSV.

Le 11-déoxyalisol B interagit avec la LPH a travers trois résidus d’acides aminés, la Gln
183 et la Thr 115 interagissent avec deux liaisons hydrogeénes (3.30 et 2.81 A respectivement),

alors que la Pro 208 interagit avec des interactions hydrophobes alkyles (4.87 A) (figure 19).
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Figure 19 : Interactions de 11-déoxyalisol B avec la LPH

L’orientin interagit avec la LPH au moyen de 7 résidus d’acides aminés (figure 20) :

» Phe 77 et lle 78 interagissent avec la LPH par des interactions hydrophobes de type pi-
pi en forme T (5.22 A) pour la Phe 77 et de type pi-sigma (3.61 A) et pi-alkyle (4.96

A) pour I’Ile 78.

> Lys 80 et Ser 110 avec deux liaisons hydrogéne (3.05 et 2.78 A).

> Lys 107 avec des interactions hydrophobes alkyle (5.18 A) et un potentiel

électrostatique de type pi-cation (4.80 A).

> Arg 111 avec une liaison hydrogéne (3.34 A) et une interaction hydrophobe pi-alkyle

(5.07 A).

> Trp 252 avec des interactions hydrophobes de type pi-pi en forme T (6.57 A) et une

interaction accepteur-accepteur défavorable (2.82 A).
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Figure 20 : Interactions d'orientin avec la LPH
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L’alisol B interagit avec la LPH a travers de deux résidus d’acides aminés, Glu 370 et

Arg 565 par deux liaisons hydrogéne (2.87 et 2.80 A respectivement) (figure 21).

Figure 21 : Interactions d'alisol B avec la LPH

L’alisol C interagit avec la LPH de la méme facon que I’alisol B, dii a la similarité de la
structure entre les deux molécules.
L’EGCQG interagit avec la LPH par le biais de 6 résidus d’acides aminés (figure 22) :
> Lys 367 et Leu 541 avec des interactions hydrophobes de type pi-alkyle (5.48 et 5.01 A)
> Gln 368, Tyr 403 et Lys 542 avec trois liaisons hydrogéne (2.83, 2.75 et 2.78 A).
> Arg 565 avec un potentiel électrostatique de type pi-cation (3.42 A).
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Figure 22 : Interactions d'EGCG avec la LPH

Le 16-oxoalisol A interagit avec la LPH via 4 résidus d’acides aminés par 4 liaisons
hydrogeéne : Cys 304 (1.88 A), GIn 306 (3.30 A), Arg 313 (3.21 A), Asn 425 (2.34 A), et aussi

une interaction donneur-donneur défavorable (2.44 A) entre Gln 306 de la LPH et I’inhibiteur
(figure 23).
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Figure 23 : Interactions de 16-oxoalisol A avec la LPH

L’alisol B 23-acétate interagit avec la LPH a travers 6 résidus d’acide aminés (figure 24) :
» Cys 304, Arg 313 et Asn 425 avec des interactions de Van Der Waals.
> Tyr 340 avec des interactions hydrophobe de type pi-alkyle (4.73 A).

> Lys 428 avec une liaison hydrogéne (2.83 A).
> Une interaction défavorable de type donneur-donneur avec Gln 306 (2.28 A).

ARG
A:313

Figure 24 : Interactions de 1’alisol B 23-acétate avec la LPH

L’alisol A interagit avec la LPH via 3 résidus d’acides aminés : Gly 393 (2.63 A) et Lys

428 (2.90 A) par deux liaisons hydrogéne, et une interaction donneur-donneur défavorable avec

Gln 306 (2.28 A) (figure 25).
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Figure 25 : Interactions d'alisol A avec la LPH

L’isoorientin interagit avec la LPH au moyen de 8 résidus d’acides aminés (figure 26) :

» GlIn 306, Tyr 310, Asp 391 et Asn 425 avec quatre liaisons hydrogéne (3.34, 2.46, 2.31

et 2.00 A).

» Gly 393 et Lys 428 avec des interactions de Van Der Waals.

> Arg 313 avec une liaison hydrogéne (3.02 A) et des interactions hydrophobes de type

pi-alkyle (5.43 A).

> Des interactions défavorable de type donneur-donneur avec Tyr 314 (1.95 A) et

accepteur-accepteur avec Asn 425 (2.97 A).

Figure 26 : Interactions de l'isoorientin avec la LPH
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>

L’isovitexin interagit avec la LPH a travers 7 résidus d’acide aminés (figure 27) :
Gln 306, Tyr 310, Tyr 314 et Asp 391 avec quatre liaisons hydrogene (3.32, 2.53, 3.32,
1.86 A).
Asp 278 avec un potentiel électrostatique de type pi-anion (4.63 A).
Arg 313 avec des interactions hydrophobes de type pi-alkyle (5.37 A).
Des interactions défavorables de type donneur-donneur et accepteur-accepteur avec Asn

425 (2.52 et 2.98 A).
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Figure 27 : Interactions de 1'isovitexin avec la LPH

3. Propriétés pharmacologiques

L’analyse des propriétés pharmacologiques a été effectuée a ’aide du serveur en ligne

SwissADME.

V V V V VYV V

La zone rose représente la gamme optimale pour chaque propriété (figure 28)
Lipophilie : XLOGP3 entre -0,7 et +5,0.
Taille : poids moléculaire (PM) entre 150 et 500 g/mol.
Polarité : TPSA entre 20 et 130 A2,
Insolubilité : log S non supérieur a 6.
Instauration : fraction des carbones dans I'hybridation sp3 non inférieure a 0,25.

Flexibilité : pas plus de 9 liaisons rotatives.

L’orientin, 1’isoorientin et I’isovitexin partagent approximativement le méme radar de

biodisponibilité, en raison de la similitude entre les trois structures (figure 28). Ces 3 composés

présentent 2 violations de la régle de cinq de Lipinski (O > 10 ; OH > 5), ainsi qu’une dépassant

la gamme optimale sur le radar de biodisponibilité, c’est pour cela qu’ils sont prédits comme

non-biodisponible par voie orale.
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Isoorientin Isovitexin

LIPO LIPC

FLEX I . SIZE FLEX SIZE

' : INSATU POLAR
INSATU - POLAR

INSOLU
INSOLU

LIPO

FLEX ™ SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Figure 28 : Radar de biodisponibilité de I'orientin, 1'isoorientin et 1'isovitexin

L’EGCG est également prédit comme non-biodisponible par voie orale, en raison des
taux ¢élevé de I’insaturation et de la polarité, en plus de 2 violations de la régle de Lipinski

(O>10; OH > 5) (figure 29).
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Figure 29: Radar de biodisponibilité¢ de 'EGCG
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L’alisol B 23-acétate, composé ayant 1’affinité la plus élevée pour la LPH parmi ceux
testés dans ce travail, est prédit comme non-biodisponible par voie orale, suite a la détection de

2 violations de la régle de cinq de Lipinski (PM > 500g/mol ; MLOGP > 4.15) (figure 30).

Alisol B 23-acétate

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Figure 30 : Radar de biodisponibilé d'alisol B 23-acétate

Le 11-déoxyalisol B, aussi prédit comme non-biodisponible par voie oral du fait de sa
lipophilie élevée, ainsi qu'une violation d’une des régles de Lipinski qui concerne le poids

moléculaire (PM > 500g/mol) (figure 31).

11-déoxyalisol B
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Figure 31 : Radar de biodisponibilité de 11-déoxyalisol B

Parmi les 10 inhibiteurs testés, seulement 1’alisol A, le 16-oxoalisol A, 1’alisol B et
I’alisol C répondent a toutes les conditions de la biodisponibilité, et donc sont prédits comme

des composés biodisponibles par voie orale (figure 32).Mais, 1’alisol A et le 16-oxoaliosl A
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présentent des interactions défavorable contre la LPH. Alors seuls 1’alisol B et I’alisol C dérivés

d’Alisma orientale sont prédits comme de bons inhibiteurs.

16-Oxoalisol A Alisol A

LIPO LIPO
FLEX SIZE FLEX SIZE
INSATU ‘ - POLAR INSATU ) I "~ POLAR
INSOLU INSOLU
Alisol B Alisol C
LIPO LIPO
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Figure 32 : Radar de biodisponibilité de 1’alisol A, le 16-oxoalisol A, I’alisol B et I’alisol C
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B CONCLUSION

La présente étude consiste a analyser l'inhibition d'enzymes impliquées dans la maladie
de 1'obésité par des composés d’origine naturelle. Pour cela, nous nous sommes servis de 1’outil
bio-informatique afin de prédire le mode d’interactions de ces inhibiteurs avec la lipase
pancréatique humaine. La méthode bio-informatique principale utilisée dans ce travail est le

docking moléculaire.

Pour réaliser cette étude nous avons choisi dix inhibiteurs naturels qui sont :
I’epigallocatechin gallate, principal composant actif des polyphénols du thé vert Camellia
sinensis ; I’orientin, I’isoorientin, 1’isovitexin obtenus a partir de la feuille de bambou ; et six
inhibiteurs provenant de la plante Alisma Orientale : Alisol A, 16-oxoalisol A, Alisol B, Alisol
B 23-acétate, 11-déoxyaliosl B et I’alisol C. Ensuite, une simulation in silico des interactions

moléculaires de ces composés avec la lipase pancréatique humaine (IN8S) a été réalisée.

Les principaux logiciels utilisés pour accomplir ce travail sont AutoDock Vina pour le
docking moléculaire, DSV pour I’analyse des interactions des inhibiteurs avec la lipase
pancréatique humaine et SwissADME pour la prédiction de la biodisponibilité des inhibiteurs

par voie orale.

Apres ’analyse préliminaire des résultats, nous avons pu €liminer cinq inhibiteurs parmi
les dix testés au départ, en raison de leurs interactions défavorable avec la LPH. Ensuite,
’analyse des propriétés pharmacologiques nous a permis d’éliminer 3 inhibiteurs de plus. Donc,
parmi les dix composée testés, seuls 1’alisol B et 1’alisol C dérivés d’Alisma orientale sont
prédits comme de bons inhibiteurs, faisant d’eux de prometteurs agents thérapeutiques naturels,

sans effets indésirables pour le traitement de I’obésité.

Pour I’avenir, nous souhaitons poursuivre cette étude en recherchant d’autres composés
naturels a effet inhibiteur contre la lipase pancréatique humaine. Et aussi poursuivre nos travaux
sur ’analyse des interactions de la LPH avec ses potentiels inhibiteurs en faisant appel a

d’autres programmes d’étude et de simulation in silico.
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